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© Verfahren zur Gewinnung von biologisch aktiven Eiweissen {Peptiden) aus menschlichem und tierischem Blut 
(bzw. anderen Korperflussigkeiten) 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von 
EiweiBen (Peptiden) aus menschlichen und tierischen Kor- 
perflussigkeiten, insbesondere des Hamofiltrates/Hamodia- 
lysates aus menschlichem und tierischem Blut zum Zwecke 
einer Analyse und/oder ggf. zur medizinischen und/oder 
gewerblichen Verwendung. Aus dem Blut Nierenkranker 
werden seit Jahren durch Ultrafiltration die harnpflichtigen 
Substanzen abgeschieden, um Menschen mit Niereninsuffi- 
zienz am Leben zu halten. 2u dem Verfahren der Hamofiltra- 
tion (bzw. Hamodialyse) werden Molekule mit einem Mole- 
kulargewicht unter 20 kD (kilo Dalton) in veno-vendser oder 
arterio-venoser Shuntverbindung an einem Dialysegerat aus 
der Blutflussigkeit abfiltriert, wahrend die groBeren Moleku- 
le und Blutkorperchen zuruck in das Blut gelangen. Der Blut- 
■ flussigkeitsverlust mit lebenswichtigen Salzen wird durch 
' Zusatz der gleichen FIGssigkeitsmenge ausgeglichen, wah- 
1 rend das »Hamofiltrat« (bzw. Hamodialysat) verworfen wird. 
Dieses Hamofiltrat/Hamodialysat enthalt wichtige EiweiSe 
(Peptide), die als Wirkstoffe im Korper zirkulieren und die bei 
der Behandlung als Abfailprodukt verlorengehen. Es wurde 
gefunden, daft diese Abfallprodukte von groBtem Wert fur 
eine Analyse neuer, bisher unbekannter Wirkstoffe sowie fur 
eine Analyse bekannter Wirkstoffe, die aber bei Erkrankun- 
gen in veranderter Konzentration und/oder in leicht bis stark 
veranderter Struktur sind. Ferner wurde gefunden, daS 
durch ein effizientes Aufbereitungsverfahren ... 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Gewinnung von Eiweissen zurn 
Zwecke einer medizinischen, gentechnologischen 
und/oder gewerblichen Verwendung dadurch ge- 5 
kennzeichnet, dass die bei einer Hamofiltration 
und/oder Hamodialyse von menschlichem oder tie- 
rischem Blut anfallende Flussigkeit zur Gewinnung 
von Eiweissen aufgearbeitet wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekenn- 10 
zeichnet, dass es zur Gewinnung von Eiweissmole- 
kulen (Peptide), die im Korper als Wirkstoffe zirku- 
lieren und als Peptidhormone und Neuropeptide 
die Korperfunktionen regulieren, verwandt werden 
kann. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2 dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Wirkstoffe durch Anreiche- 
rung und Isolierung zur Analyse und Aufklarung 
ihrer Struktur gewonnen werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 2 dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die aus dem Hamofiltrat bzw. 
Hamodialysat gewonnenen Eiweisse nach ihrer 
Strukturaufklarung tiber die Synihese in grosseren 
Mengen kunstlich hergestellt werden, indem sie 
durch Fliissigkeitsphasensynthese oder Festpha- 
sensynthese sowie uber gentechnologische Verfah- 
ren in grosseren Mengen produziert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4 dadurch ge- 
kennzeichnet, dass durch Aufbereitung eines Ha- 
mofiltrates und/oder eines Hamodiaiysates aus 
menschlichem und tierischem Blut durch Zusatz 
von schwach ionischen Polysauren (z.B. Alginsaure, 
Kieselsaure etc), z.B. Alginsaure im Verhaltnis 
1000/10 bis 0,1 (Liter/kg), vorzugsweise im Verhalt- 
nis von 1000/2,5 (Liter/kg), bei einem pH unter 7,2, 
vorzugsweise von pH 2,7. die Hormone des Her- 
zens (z.B. CardiodiIatin-99-126 oder ANP etc.), die 
Hormone des Verdauungstraktes (z.B. Insulin, Glu- 
cagon, Secretin, Gastrin, Motiiin etc.), die Hormone 
der endokrinen Organe (z.B. Hypophyse, Schilddru- 
se, Nebenschilddruse etc.), die Neuropeptide des 
peripheren und zentralen Nervensystems zurn 
Zwecke der medizinischen, gentechnologischen 
und/oder gewerblichen Verwendung unter Erhal- 
tung der biologischen Aktivitat gewonnen werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 bis 5 dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Eiweisse mit der gleichen 
Methode auch aus alien anderen Korperflussigkei- 
ten gewonnen werden (z.B. Urin, Ascites, Liquor 
etc.). 

Beschreibung 

In der heutigen Therapie von Nierenerkrankungen 
wird als Methode der Blutreinigung die Hamodialyse 
bzw Hamofiltration benutzt, um harnpflichtige, schadli- 
che Stoffe aus dem Blut zu entfernen. Dabei wird eine 
Flussigkeit aus dem Blut abfiltriert, die alle Molekule 
von einem niedrigerem Molekulargewicht als 20 kDal- 
ton enthalt Diese Flussigkeit wird gelegentlich in wis- 
senschaftlichen Arbeiten auf ihre Zusammensetzung hin 
untersuchL Es ist bekannt, dass die Filtratflussigkeit Ei- 
weissmolekule enthalt, die als Wirkstoffe im Korper zir- 
kulieren. Routinegemass werden jedoch diese Filtrate 
verworfen, wobei bei einem Behandlungstag pro Pa- 
tient etwa 60 bis 100 Liter Hamofiltrat/Hamodialysat 
anfallen. Diese wertvolle Flussigkeit wird an alien Be- 
handlungsstationen verworfen. Damit gehen zahlreiche 



33 797 

2 

biologische Wirkstoffe verloren. die als Eiweisse im Blut 
vorkommen. Sie sind in der Regel schwer herzustellen 
und werden nach einigen Verfahren aus den Bildungsor- 
ganen extrahiert, wie z.B. Insulin aus der Bauchspeichel- 
druse. Da die Herstellung dieser Wirkstoffe durch che- 
mische und biologische Synthese ebenfalls ausserst 
schwierig und kostspielig ist, und da fur die Reindarstel- 
lung der genannten Eiweisse (Peptide) in ihrer wirksa- 
men, im Blut zirkulierenden Form bislang keine Verfah- 
ren bekannt sind, sollte ein wirksames, gewerblich an- 
wendbares Verfahren zur Gewinnung dieser Eiweisse in 
Mikro- bis Makromengen entwickelt werden. 

Ziei der Erfindung 

15 

Es sollte ein einfaches Verfahren entwickelt werden, 
das erlaubt, die biologisch wirksamen Eiweisse aus dem 
Hamofiltrat (bzw. Hamodialysat) herzustellen. Dabei 
sollte die biologisch aktive Form und die Molekulstruk- 
20 tur nicht verandert werden. Erfindungsgemass wurde 
festgestellt, dass man aus Hamofiltrat (bzw. Hamodialy- 
sat) durch Adsorption und nachfolgende Reinigung die 
Eiweisse fiir ihre Analyse, fur diediagnostisch-therapeu- 
tische Anwendung und fur gewerbliche Zwecke gewin- 
25 nen kann. Besonderes Interesse gilt hier Wirkstoffen 
wie Herzhormonen, Hormonen des Verdauungsappara- 
tes, Hormonen der endokrinen Drusen, Signalubertra- 
gerstoffe des Gehirnes und peripheren Nervensystems. 

30 Das Verfahren besteht aus folgenden Schritten 

1) Gewinnung eines Hamofiltrates/Hamodialysates, 
das von menschlichem Blut als Abfallprodukt bei Ha- 
mofiltration (bzw. Hamodialyse) Nierenkranker gewon- 

35 nen wird oder bei Zuchttieren durch Anlegen eines Ha- 
mofiltrationsgerates erhalten wird 

2) Konzentrierung der Peptide des Hamofiltrates 
(bzw. Hamodiaiysates) durch Absorption und Elution an 
Tragern, dass z.B. die Peptide in grosseren Mengen z.B. 

40 aus 10-1000000 Litem Hamofiltrat (Hamodialysat) in 
einem Eluat von ca. 0,05 — 1 0 Litem angereichert wer- 
den. 

3) Die Peptidfraktion aus der gleichen Filtratmenge 
wird in lyophilisierter Form erhalten. 

45 4) Aus der Filtratmenge werden die gewonnenen 
Peptide liber konventionelle Chromatographieverfah- 
ren der Geifiltration, Immunabsorption und lonenaus- 
tausch weiter in Untergruppen nach Molekulargewicht, 
Immunoepitopen und physikochemischen Molekiilei- 
50 genschaften wie Ionenstarke (insbesondere nach ihrer 
Aciditat/Basizitat) aufgeteilt 

5) Die Untergruppen der Peptide werden durch wei- 
tere Pracipitationsverfahren wie Ethanol-, Methanol- 
und Atherfallung in weitere Untergruppen aufgetrennt. 
55 6) Die Untergruppen der Peptide werden durch Gel- 
chromatographie, Fast Protein Liquid Chromatogra- 
phic (FPLC) und High Performance Liquid Chromato- 
graphic (HPLC) in einem oder zwei Reinigungsschritten 
hochgereinigt erhalten. 
60 7) Die gewonnenen gereinigten Peptide werden in 
ihrer Wirksamkeit auf Targetzellen und uber Rezeptor- 
wirkung (auf Erfolgsorgane) auf ihre biologische Bedeu- 
tung hin analysiert. 

8) Die gewonnenen, gereinigten Peptide werden 
65 durch Sequenzanalyse in ihrer Struktur aufgeklart 

9) Die Struktur der gewonnenen, einheitlichen Pepti- 
de wird durch die Verfahren der Flussigkeitsphasensyn- 
these, Festphasensynthese und gentechnologischen 
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Synthese in grosseren Mengen nachgebaut. Sie sind fur 
gewerbliche Zwecke verwendbar. 

10) Die extrahierten Peptide werden direkt oder als 
Syntheseprodukte fur die gewerbliche Anwendung be- 
nutzt. 

11) Die extrahierten Peptide werden direkt oder als 
Syntheseprodukte, zT. auch als Fragmente, zur Herstel- 
lung von heterologen und monoklonalen Antikorpern 
benutzt, die fur die Immunoteste wie Radioimmunoas- 
say, ELISA, und weitere Verfahren der Immunodiagno- 
stik verwandt werden. 

12) Die Strukturen der extrahierten Peptide werden 
zur gentechnologischen Weiteranalyse pratranslational 
synthetisierter Peptide benutzt und diese wie oben bei 9. 
ff weiter verwandt. 

13) Die Struktur der extrahierten Peptide wird dazu 
benutzt, neue, abgeleitete Strukturanaloga durch Modi- 
fikation der Aminosauresequenz zu entwickeln, die, wie 
oben bei 9. ff geschildert, fur gewerbliche Zwecke ange- 
wendet werden. 

Beispiel der Anwendung des Verfahrens 

Das Verfahren soil anhand der Eriauterung der Isolie- 
rung eines hormonell wirksamen Peptides, des Cardio- 
diIatin-99- 126 (auch als alpha- ANP — atriales natriure- 
tisches Polypeptid bezeichnet), dargelegt werden. In ei- 
ner, dem Erfahrenen vertrauten, ahnlichen Aufberei- 
tungsweise konnen jedoch prinzipiell alle anderen, im 
Hamofiltrat (bzw. Hamodialysat) vorkommenden Ei- 
weisse isoliert werden. 

Es werden Hamofiltrate (bzw. Hamodialysate) aus 
menschiichem oder tierischem Blut in Mengen von 10 
bis 1000000 Litem aufgearbeitet. 



Adsorption an Alginsaure 

Die Eiweisse enthaltenden Ausscheidungsflussigkeit 
wird angesauert und mit Essigsaure und Mineraisaure 
auf pH 2,7 gebracht und pro 1000 I werden 2,5 kg Algin- 
saure oder alternativ mit Kieselgel (z.B. Aerosil, Firma 
Degussa) eingeruhrt Nach 10 Std haben sich die Pepti- 
de an die Alginsaure gebunden. Die Alginsaure wird 
abfiltriert mit Ethanol oder anderen Fettiosungsmitteln 
und 0,05 M Mineraisaure gewaschen. Nach Zugabe von 
0,2 M Mineraisaure werden die Peptide in weniger als 5 
Liter angereichert und durch Salzkuchenbildung bei pH 
3,8-4,0 und Kochsalzsattigung erhalten. Durch Gelfil- 
tration und anschliessender Lyophilisation oder durch 
Ultrafiltration und anschliessendem Lyophilisieren wer- 
den die gesamten Peptide in fester trockener Form ge- 
wonnen. Dieses Lyophilisat enthalt alle bekannten und 
unbekannten Peptide mit bioaktiven Funktionen, z.B. 
Cardiodilatin-99-126 (weitere z.B. Insulin, Glucagon, Se- 
kretin, Gastrin etc.), das durch Radioimmunoassay oder 
im Biotest nachgewiesen oder iiber ein chemisches oder 
biologisches Peptidscreening nachgewiesen werden. 



Dialyse 

Durch Dialyse mit kleinporigen Membranen und 
nachfolgender Lyophilisation kann ebenfalls eine Anrei- 
cherung erreicht werden. 

Ultrafiltration 

Weiter kann durch Ultrafiltration (Porenweite z.B. 
500 Dalton) und anschliessender Lyophilisation eine An- 
reicherung der Eiweisse erhalten werden. 

Aufteilung der Peptide durch 
lonenaustauschchromatographie 

Verschiedenen Verfahren der lonenaustauschchro- 
matographie ermoglichen eine Trennung in verschiede- 
ne Untergruppen der gewonnenen Eiweissmolekule in 
grosstechnischem Mengen. Saulen mit einer Kapazitat, 
die Peptide aus 1000-1000000 Liter Hamofiltrat/Ha- 
modialyseflussigkeit in einem Chromatographiegang 
abtrennen, konnen kontinuierlich benutzt werden. 

FPLC/HPLC-Auftrennung 

In der Regel sind nach der lonenaustauschchromato- 
graphie zwei weiter Chromatographiegange notwendig, 
urn die Reinigung auf uber 80% Reinheitsgrad zu errei- 
chen, ein dritter Trenngang erreicht iiber 95%. Dazu 
sind Kombinationen von Reversephase- Verfahren der 
FPLC und HPLC mit verschiedenen Puffern moglich. 

Sequenzanalyse der gereinigten Peptide 

Hierzu sind die Sequenzierverfahren der Peptide mit 
Gasphase anzuwenden. In der Regel reichen die Peptide 
aus 1000 1 Hamofiltrat aus, um eine Analyse mit kom- 
pletter Sequenz zu erhalten, da fast alle wichtigen Wirk- 
substanzen im fMol Bereich zirkulieren und im pMoi 
Bereich durchsequenziert werden konnen. 

Biologische Aktivitat 



Die Testung unbekannter Substanzen wird nach ubli- 
45 chen Verfahren zum Nachweis der biologischen Aktivi- 
tat, z.B. im Tierversuch, durch Organteste oder Geweb- 
steste, durchgefuhrt. 
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Adsorption an Reverse Phase Material 

60 

Ebenso kann der Eiweisskuchen durch Absorption 
und Elution an kom-^erziellen Reverse-Phase Materia- 
lien als Pulverform, L .Iter oder an Chromatographiesau- 
len, z.B. Nucleosil, Sepak C 18, etc., aus dem Hamofiltrat 
gewonnen werden. 65 



